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RESUMEN

Antecedentes: Las membranas fetales humanas, estdn conformadas por dos
regiones: el epitelio amnidtico (AM), que esta en contacto directo con el liquido
amniético y el feto, y el tejido de la coriodecidua (CDH) la cual esta en contacto con
la cavidad uterina. La CDH es un tejido altamente organizado con una funcién
inmunologica importante. Estudios realizados previamente por nuestro grupo de
investigacion han demostrado que la respuesta inflamatoria causada por E. coli se
encuentra mediada por pequefios RNA no codificantes (miRNA). El principal
objetivo de esta investigacion fue determinar mediante un modelo in vitro el perfil de
expresion del miR-372-5p y del miR-21-3p al estimular directamente la region de la
CDH con E. coli, y subsecuentemente se analizé las expresiones en epitelio AM.

Materiales y método. Se estimulo la regién de la CDH con E. coli a diferentes
concentraciones (102, 104, 10°, 108 UFC/mI) por 3, 6 y 24-horas y se recuperd el
medio de cultivo. De cada condicion experimental se obtuvo el RNA total a partir de
500 pL de medio de cultivo al cual se le adicion6 500 uL del reactivo de TRIzol. El
perfil de expresion de los miRNAs se obtuvo mediante la retrotranscripcion (RT) y
posteriormente se realizd una reaccion en cadena de polimerasas (PCR) con
iniciadores especificos. Los amplificados fueron visualizados en geles de agarosa
al 4%. Se determind la densidad Optica de las bandas mediante el programa ImageJ.
Los datos se analizaron por ANOVA y por la prueba de Tukey y se considerd una
diferencia estadistica menor a 0.05.

Resultados: Al estimular al tejido de la CDH se observo el aumento en la expresion
del miR-372-5p a las 3 horas; sin embargo, no encontramos una diferencia
estadisticamente significativamente con respecto al grupo control. A las 6 horas
observamos el incremento en la expresion del miR-372-5p con 10%y 10° UFC/ml de
E. coli; sin embargo, a las 24 horas observamos la disminucion en la expresion del
miR-372-5p en todas las concentraciones de E. coli. En el epitelio AM observamos
el aumento en la expresion del miR 372-5p a las 3, y 6 horas; en tanto que a las 24
horas observamos una disminucion en su expresion.

El miR 21-3p observamos a las 3 horas el aumento significativo en su expresion,
mientras que a las 6 horas observamos la disminucién en su expresion; sin
embargo, no es estadisticamente significativa con respecto al grupo control. A las
24 horas observamos el aumento en la expresion del miR-21-3p con 108 UFC/mL

-12 -



de E. coli. En el epitelio AM observamos el incremento en la expresion del miR-21-
3p a las 3 horas. En tanto que a las 6, y 24 horas observamos una disminucion
significativa en la expresion del miR-21-3p.

Conclusion: Escherichia coli induce de manera diferencial la expresion del miR-
372-5p y miR-21-3p en el tejido de la CDH y es dependiente del tiempo, y de las
unidades formadoras de Escherichia coli. Nuestros resultados demuestran la
comunicacion entre el tejido de la CDH y el epitelio AM.

-13 -



1.0 INTRODUCCION

Las membranas fetales humanas (MFH) se forman a partir del trofoblasto; esta
es una capa celular externa de blastdbmeras. Las MFH estan compuestas por el
tejido de la coriodecidua (CDH) y por el epitelio amniético (AM) [2]. Las MFH
tienen como funcién la proteccién, nutricion, respiracion, excrecion,
mantenimiento inmunolégico y el desarrollo fetal, asi como la produccion de
hormonas [3, 6, 20] A lo largo del embarazo las MFH se caracterizan por
encontrarse en un estado latente [13] promovida por diversos mediadores anti-
inflamatorias como la interleucina (IL)-10 [23, 24, 25], el factor de crecimiento
tumoral tipo beta (TGF-B), hormonas esteroides (progesterona y estradiol) [18], y
por la proteina de choque térmico (Hsp) de 27-KDa [27, 29, 30]. Diversas
evidencias sugieren que el inicio del trabajo de parto humano representa un
proceso inflamatorio, caracterizado por el aumento de citocinas de tipo: IL-18, IL-
6, IL-8 y factor de necrosis tumoral (TNF-a) [21, 22,26], las cuales en su conjunto
estan regulando tanto la contractibilidad del miometrio, adelgazamiento del cuello
uterino, asi como la ruptura de las membranas fetales durante el parto a término
[31].

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa y ha sido relacionada a
infecciones del tracto urinario (ITU), y a los nacimientos prematuros siendo un
problema de salud publica mundial, ya que la prematures en el embarazo es una
causa directa de al menos el 70% de los casos de muertes neonatales [47, 48,
49]. En el embarazo la presencia de E. coli compromete el desarrollo a término
del embarazo, ya que los microorganismos y sus componentes estructurales son
reconocidos por receptores especificos tales como los receptores de tipo toll
(TLR) que inducen la produccion de quimiocinas (por ejemplo, IL-8, IL-1, CCL-2),
citoquinas (IL-B, TNF-a), prostaglandinas y proteasas que conducen a la
activacion de la via comun del parto lo que representa un proceso inflamatorio
[34, 46].
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Recientemente, se ha demostrado que este balance anti/pro inflamatorio en el
embarazo estd regulado por una clase de pequefios RNA no codificantes
denominados mMiRNAs, cuyo producto maduro tienen una longitud de 22
nucleodtidos [32]. Los miRNAs regulan la expresion génica pos-transcripcional por
apareamiento imperfecto a sus RNA mensajeros blanco (mMRNA), generalmente
en la region 3°-no traducible, bloqueando la sintesis de proteinas por

desestabilizacion del mMRNA y represion traduccional [33].

Diversos estudios han demostrado que la respuesta inflamatoria se encuentra
mediada por diversos miRNAs. Sin embargo, ain no se ha estudiado la
participacion del miRNA 372-3p y del miRNA21-5p en tejido de la coriodecidua
durante el proceso infeccioso.

-15-



2.0 ANTECEDENTES

2.1 Estructura y funcion de las MF en vertebrados.

Todos los vertebrados poseen tejidos de un origen extraembrionario que en algunos
casos son conocidos como membranas fetales (MF). Las MF cumplen con diversas
funciones a lo largo del embarazo como la respiracion embrionaria, nutricion,
proteccion y excrecion [1,2]; sin embargo, estas funciones cambian hacia el trabajo

de parto.

El desarrollo de las MF esta regido por el modo de implantacién del cigoto y esto
repercute en la formacion embrionaria entre especies, dandoles diferentes
propiedades como son la forma, tamafio, composicion, asi como la sintesis de

tejidos extraembrionarios que puede o no tener la especie [2].

A lo largo del tiempo, las MF han ido evolucionando, dando como resultado una
amplia variedad de tipos de estructuras; en la figura 1 se puede observar las
diferencias en cuanto a la ausencia o presencia de ciertos tejidos extraembrionarios.
En el caso de los amniotas como son las aves, tortugas y cocodrilos ocurre la fusion
de dos membranas extraembrionarias, que finalmente forman la membrana

corioalantoidea.
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Figura 1. Disposicion de las membranas fetales en vertebrados. A) Aves, B) Reptiles escamosos. 1. Saco
vitelino; 2. Alantoides; 3. Corion; 4. Amnios; 5. Placenta coriovitelina; 6 placenta corioalantoidea; 7. Membrana

corioalantoidea; 8. Albumina. Tomado y modificado de Ferner 2011.

2.1.0 Estructura y funcién de las MFH

Después del miometrio, se encuentra la placenta, donde se alojan las membranas
fetales humanas (MFH, Fig. 2A). Las MFH, se componen de una yuxtaposicion de
tres capas germinales primarias: el amnios y el corion de origen fetal y la decidua
de origen materno [3]. Estas capas nunca son inervadas y solo existen como tejidos
embridnicos accesorios, se caracterizan por ser genéticamente idénticas al feto, sin

embargo, su tiempo de vida se limita al trabajo de parto [5].

Durante el embarazo existe la necesidad de que las MFH adquieran una propiedad
biomecanica ajustable al crecimiento y movimientos del feto dentro de un bipedo
erguido. A diferencia de otros vertebrados la postura erguida del humano conlleva
una dificultad mayor para las MFH, lo que hace que estas adquieran caracteristicas
y propiedades diferentes, [6] por ejemplo, estas deben ser lo suficientemente fuertes
y elasticas para soportar un estiramiento del doble de su tamafio al momento del
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término del embarazo y simultdneamente resistir los movimientos fetales vigorosos
[4, 7].

Como ya se ha mencionado, las MFH se conforman de tres capas, el amnios, el
corion y la decidua. La formacion de las primeras 2 capas (amnios y coridn)
comienza con la embriogénesis. Tanto el amnios como el corion poseen subcapas
que logran una conexién entre ambos mediante una regién de matriz extracelular
rica en colageno (MEC) formando el "amniocorion” (Fig. 2B) [8, 9]. El MEC, esta
compuesta de proteinas fibrosas incrustadas en un gel de polisacarido junto con
varios tipos de colageno, forma el marco arquitectonico y varios tipos de colageno
proporcionan el marco estructural de las membranas fetales [10, 11]. El amniocorion
rodea y recubre la cavidad intrauterina. La formacion de amniocorion como
estructura de unidad se completa entre las semanas 13 y 15 de gestacion. El
crecimiento y el desarrollo de amniocoridén se correlacionan con el crecimiento fetal

con una longevidad de 40 semanas [12, 13].
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Figura 2. Ubicacién anatomica y embrioldgica de las MFH; A) ubicacién anatémica B) Estructura de las
MFH; Las células epiteliales del amnios estan conectadas a la primera capa de la ECM llamada la membrana
basal/capa compacta. La capa fibrosa, esponjosa y capas reticulares le proceden las cuales contienen células
del estroma (células moradas). El corion se conecta al ECM a través de una membrana pseudo-basal. El corion
se compone de dos tipos de celdas: (1) Células superficiales del corion que contienen vacuolas (circulos
amarillos oscuros) y (2) las células de trofoblastos de corion. El corion interactta con la decidua, comunicando
al feto con los compartimentos maternos del Utero. Imagen tomada de Martin (2018) con modificaciones por
Olvera (2019)

2.1.1 Desarrollo y estructura de amnios

Durante el desarrollo del embrion, la masa celular se diferencia en dos capas, el
hipoblasto y el epiblasto. Del epiblasto se van a derivar los amnioblastos que se van
a diferenciar en células amnidticas epiteliales, mientras que la capa
mesenquimatosa extraembrionaria se va a especializar en tejido conectivo
amniotico [14, 15]. Las ceélulas amnidticas son responsables de la sintesis,
degradacion y recambio de la MEC. La matriz extracelular en cambio es la

-19 -



responsable de dar soporte a las células amnidticas, esto gracias a sus
componentes estructurales como el colageno. La mayor fuerza tensil es provista por
los colagenos intersticiales, tipo | y I, junto con pequefias cantidades de los tipos
V, VI y VIl en la capa compacta sobre la membrana amnidtica basal del amnios [5,
10]. Sin embargo, este arreglo de los colagenos de la capa compacta y de la
membrana amniotica basal da fuerza extra a los tejidos expuestos a las fuerzas
mecanicas, necesario cuando las membranas son estiradas en el embarazo a
término [8, 9]. Esta membrana es notablemente fuerte y elastica, lo que hace que el
amnios sea resistente al alargamiento progresivo del embrién en crecimiento, los
traumas internos y externos y los cambios repentinos de presién [16, 17]. El amnios
esta constantemente bafiado en liquido amniotico, lo que significa su importancia

como regulador primario a los cambios en la cavidad amnidtica [18].

La membrana amniotica es una fuente de varios factores biol6gicamente activos
involucrados en la regeneracion y remodelacion de tejidos [13] (Tabla 1). Los
factores de crecimiento promueven la proliferacion, la migracion, la diferenciacién y
la re-epitelizacion durante la gestacion. Especificamente, el factor de crecimiento
epidérmico y de queratinocitos estimulan la proliferacién y migracion de las células
epiteliales, desempefiando un papel importante en la remodelacion de tejidos, esto
debido a que La distension mecanica puede resultar en cambios de la respuesta
autocrina-paracrina y en distorsion de la matriz extracelular, esto puede afectar el
sistema autocrino paracrino [19, 20]. El sistema autocrino paracrino puede
determinar la pérdida y formacién de contactos célula-matriz entre los receptores de
integrinas celulares, fibronectinas, lamininas y el control de la induccién y activacion
de las MMPs degradativas. Los reguladores autocrino-paracrino involucrados
incluyen hormonas, citocinas, factores de crecimiento, y la matriz extracelular y sus
fragmentos. [13] El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) regula la

proliferacion, migracion y diferenciacién celular, asi como la remodelacion de la
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matriz extracelular [20], se ha de mostrado que el TGF- inhibe la degradacién de

ECM al aumentar la produccion de colageno, suprimiendo la expresion de

metaloproteinasas y estimulando sus inhibidores de tejido [21]. Es critico que estos

procesos permanezcan en la homeostasis durante la gestacion para gestionar la

distenciéon uterina y el estiramiento de las membranas fetales a causa del

crecimiento fetal y el aumento de volumen [5, 19].

Tipo de tejido

Categorias

Mombre especifico

Referencia

Membrana
amnidtica

Regeneraciény
remadelacion de tejidos

Factor de crecimiento epidérmico
(EFG)

Factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF)

Factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF)

Factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF).

Factor de crecimiento de hepatocitos
[HGF)

Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento transform ante
Alfa y Beta (TGF-A/B)

Angiotensina Interleucina 8

Cicatrzantes

Factor de crecimiento transformante
Beta

Factor de crecimiento de hepatocitos
Interleucina 10

TGF-B
HGF
IL-10

Antibacteriano

Defensinas catelicidina

Antimicrobiano

Elafln
inhibidor de 1a proteasa leucocitaria
secretora

SKALP
SLPI

Anti inflamat ario

Interleucina 10 Antagonista del
receptor de interleudina 1
Prostaglandina E2

IL-10
IL1RA
PGEZ

Tabla 1 Factores secretados por la membrana amniética en humanos
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2.1.2 Desarrollo y estructura del corion

La formacion del corion comienza el dia 14, cuando las células mesenquimales,
derivadas del disco embrionario, se extienden por debajo de la superficie interna de
la capa de citotrofoblasto del implanta blastocisto y forma el saco coriénico [8]. El
corion consta de dos capas: una externa formada por el trofoblasto y una interior

formado por el mesodermo somatico (Figura 3).

La capa externa (trofoblasto) est4d formado por una capa de células cubicas
denominadas citotrofoblasto y una capa externa de protoplasma, el
sincitiotrofoblasto (Figura 1). El corion se compone de multiples capas de células de
citotrofoblasto y un estroma que se fusiona con el amnios en la membrana fetal
madura. Estas células contienen marcadores de células madre, un grupo de
diferenciacion (CD) CD34 y CD45. La membrana coridnica también contiene mas
factores de crecimiento y mas citoquinas en comparaciéon con la membrana
amniética. El corion muestra niveles mas altos de adiponectina, factor de
crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento endotelial vascular derivado de la
glandula endocrina, factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento
similar a la insulina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, AA'y -BB, inhibidor
de tejidos de metaloproteinasa -2 y -4, que refuerza el potencial hematopoyético del
corion [8, 16]. La secrecion de estos factores logra un efecto antibacteriano mas
fuerte que el amnios, lo que refuerza la importancia del tejido de la coriodecidua
(CDH) ya que esta permite la tolerancia materno-fetal, asi como la proteccion del

feto contra posibles infecciones.
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Figura. 3. Caracteristicas de la membrana fetal. A) Representacion esquematica de las membranas fetales.
La descripcion comienza desde la capa mas interna (amnios) y termina en la capa inicial de corion. Las células
epiteliales de amnios (azul) estan conectadas a la primera capa de la matriz extracelular denominada membrana
basal (naranja) / capa compacta (tiras anaranjadas). Siguen las capas de fibroblastos (rojo superior), esponjosas
(negro) y reticulares (rojo inferior), que contienen células mesenquimatosas y estromales de amnios (purpura).
El corion (verde) esta conectado a la matriz extracelular a través de una membrana pseudo-basal (naranja). El
corion esta formado por dos tipos de células:(1) el corion deja células que contienen vacuolas (verde claro) y
(2) las células del trofoblasto de corion. El corion interactia con la decidua materna, conectando los
compartimentos fetales con los maternos del Gtero. B) Tincién inmunohistoquimica de membranas fetales para
comparacion de capas celulares y de colageno. C) Microscopia de vuelo brillante de células primarias de
membrana fetal humana que revela la morfologia en cultivo. Las células epiteliales de amnios y coriones
expresan la morfologia epitelial cuboidal, mientras que las células mesenquimatosas de amnios en la matriz
extracelular demostraron una forma fibroblastoide alargada con la presencia de filamentos de actina. Las
imagenes fueron capturadas a 10x y recortadas. D) La microscopia autoflorescente multiphoton y la microscopia
de segunda generacion armoénica de imagenes simples confirman la morfologia celular y del colageno.
Componentes celulares: rojo, colageno, verde. Las imagenes fueron capturadas a 25x y recortadas. Imagen
tomada de Menon (16).

2.1.3 Funcién de las MFH

El amnios y el corion, funcionan como una sola unidad y pueden ser
conceptualizados como una estructura unificada, esta mantiene su propio equilibrio
homeostético. Las MFH desempefian un papel importante en el mantenimiento del
embarazo al proporcionar proteccion multinivel al feto en crecimiento [8, 18, 19]. Las

membranas fetales se adaptan a los desafios constantes (inmunes, estructurales,
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mecanicos y endocrinos) durante el embarazo, continlan creciendo y mantienen
mecanica y bioquimicamente la elasticidad a los estiramientos experimentados
durante el crecimiento fetal [18]. Esto debido a los componentes estructurales del

amnios y el corion como ya se describié anteriormente

A pesar de que las membranas que recubren la placenta y el cuello uterino
se enfrentan a ambientes con cambios drasticos durante el embarazo, adn
mantienen el equilibrio homeostatico necesario para mantener el crecimiento fetal
sin interrupcion [23]. Esta compafia entre el feto y las membranas continla hasta
el término, cuando el feto alcanza la madurez y las membranas alcanzan la
longevidad méxima (40 semanas). A medida que las células de la membrana fetal
se multiplican y crecen durante el embarazo, experimentan una senescencia celular
dependiente de los telomeros, lo que resulta en un fenotipo de envejecimiento
indicativo de su esperanza de vida [16, 17]. Los cambios histol6gicos y bioquimicos
asociados con la senescencia y el fenotipo secretor asociado a la senescencia

(SASP), son una firma inflamatoria Unica [18].

Las MFH tienen la capacidad de sintetizar interleucinas anti inflamatorias como es
la interleucina 4 (IL-4). La produccion de IL-4 aumenta en el estado gravido y los
niveles de IL-4 aumentan durante el embarazo normal [24]. La progesterona es un
inductor conocido de IL-4 y juntos actian para inhibir las respuestas Thl durante el
embarazo [25, 26].

Estudios previos realizados en mujeres embarazadas con diferentes edades
gestacionales han demostrado que la interleucina 10 (IL-10) es dependiente a la
edad gestacional y juega un papel en el crecimiento y la remodelacion de la placenta
y asi inhibe la inflamacion excesiva [24]. La interleucina-10 (IL-10) es una citocina
antiinflamatoria producida por los tejidos del corion humano, decidual y trofoblasto,

sin embargo, se ha observado que la produccién coriodecidual basal de IL-10
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disminuye significativamente con el trabajo de parto mientras que la prostaglandina
PGE 2y la IL-6 aumentan [27]. Estos resultados sugieren que IL-10 actia como un
agente protector durante la infeccion y la deficiencia de IL-10 exacerba la

inflamacion [28].
2.2 Trabajo de parto

Esta bien reportado que, a lo largo del proceso del embarazo, las MFH se
encuentran en un estado latente, es decir, todo se encuentra sumamente controlado

para evitar un trabajo de parto prematuro [19, 23]

Diversas evidencias de trabajos sugieren que el parto humano representa una
respuesta inflamatoria [29]. Thomson y colaboradores (1999) encontraron que
existen neutréfilos que logran infiltrar tejidos uterinos en el momento del trabajo de
parto. Por ejemplo, al iniciar el trabajo de parto se han encontrado cantidades
excesivas de neutrdfilos, linfocitos T en el miometrio, asi como células inflamatorias
en la decidua después del inicio del trabajo de parto [30, 31]Los leucocitos en el
miometrio, el cuello uterino, la decidua y las membranas expresan citocinas

proinflamatorias como la interleucina-13 (IL-1 B), IL-6 e IL-8 [32, 33].

Bowen y colaboradores (2002) observaron una regulacién ascendente de las
citocinas proinflamatorias en el liquido amniético y en los tejidos gestacionales en
asociacion con el trabajo de parto, apoyando la nocion de que el trabajo de parto
representa un proceso inflamatorio [29].Por lo que se lleg6 a la conclusién de que
el RNA mensajero de cada una de las citocinas IL-1b, IL-6, IL-8 y el factor de
necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a) estaria regulada por incremento en miometrio,

cuello uterino y membranas fetales durante el parto [34].

-25-



2.3 Parto pretérmino

El parto prematuro (PP) esté definido por la Organizacién Mundial de la Salud como
“el parto que se produce antes de las 37 semanas de gestacion”, este representa
una complicacion obstétrica frecuente en el embarazo constituyéndose en la
principal causa de muerte perinatal y de secuela a largo plazo del sobreviviente [35].
Se estima que cada afio hacen unos 15 millones de nifios prematuros. Esa cifra esta
aumentando (OMS, 2018). El PP y el parto a término tienen un mismo proceso,
excepto por la variacion en la edad gestacional. Comparten una via terminal comun,
sin embargo, el PP es activado como consecuencia de una enfermedad y/o
infeccion, mientras que el parto a término es consecuencia de la activacion del
trabajo de parto. Esta via estd compuesta por las contracciones uterinas, la

dilatacion cervical, y la activacion de la decidua y membranas fetales [35, 36].

El departamento de estadistica del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) en la
Ciudad de México reporto en el afio 2014-2018 que, del total de nacimientos, el 43
% fueron pretérminos (figura 4) y de esos recién nacidos, el 79% fueron pretérminos
tardios, el 15% entre las 29-32 sdg y el 6% correspondian a la prematurez extrema
(<28-26 sdg) (figura 5). Las causas mas frecuentemente asociadas a la muerte de
los recién nacidos fueron las malformaciones congénitas incompatibles con la vida
(cardiopatias, trisomias, hernias diafragmaticas, etc..), complicaciones de la
prematurez e infecciones (Figura 6).

La evidencia actual sugiere que la principal causa del parto prematuro es infeccion

uterina en un 40% [42].
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Figura 6. Causas de muerte en recién nacidos pretérmino en el INPer del 2014-2018.

2.4 Ruptura prematura de las MFH

La ruptura prematura de las membranas fetales (pPROM) ocurre antes de las 37
semanas de gestacion completa [43]. Afecta al 3-4% de todos los embarazos que
son atendidos en la clinica e involucra del 40% al 50% de todos los nacimientos
prematuros [43]. La pPROM surge de vias complejas y multifacéticas;
algunos factores epidemioldgicos y clinicos se consideran precursores de la
pPROM, como son las infecciones del tracto intrauterinas (vaginosis bacteriana
[VB], tricomoniasis, gonorrea, clamidia y corioamnionitis), factores conductuales
(tabaquismo, mal estado nutricional), complicaciones obstétricas (gestacion
multiple, cuello uterino incompetente, sangrado gestacional) [37], asi como factores
ambientales (estrés, exposicion a toxinas) y predisposicion genética. Por su parte,
el feto promueve sefales bioquimicas como las sefiales endocrinas, estas
promueven la apoptosis de la membrana fetal por lo que también se implica como

un precursor en el inicio de pPROM. [38, 39].
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Aproximadamente el 70% de los casos de pPROM estan asociados con infeccion
intraamnidtica (IAl), segun lo documentado por cultivos positivos de liquido
amnidtico o por evidencia clinica de infeccion. Informes recientes han indicado que
la pPPROM puede estar asociada con inflamacién estéril en las membranas fetales
(una afeccion inflamatoria que imita la infeccion sin evidencia de presencia
microbiana, ya sea a través de cultivo o métodos moleculares como el fumar)
pueden producir inflamacion estéril en las membranas fetales que conducen a un

estado inmunocomprometido que permite la invasion microbiana [40].
2.5 Infecciones intrauterinas

Las infecciones intrauterinas (IU) se definen como aquellas infecciones que se dan
en cualquier regién anatémica del Utero en el proceso de gestacion [41]. Las IU son
una causa importante de parto prematuro con y sin membranas intactas. Estas se
encuentran presentes en aproximadamente el 25% de todos los nacimientos
prematuros, cuanto mas temprana es la edad gestacional al momento del parto,
mayor es la frecuencia de infeccion [42]. Un proceso infeccioso en el embarazo
generalmente desemboca en un sindrome de respuesta inflamatoria fetal provocado
en respuesta a productos microbianos se asocia con el inicio inminente del trabajo
de parto prematuro y también con la participacion de érganos multisistémicos en el

feto humano y una mayor tasa de morbilidad perinatal [43].

Al tener una infeccion intrauterina la funcion inmunoldgica y mecanica de las
membranas fetales se ve comprometida por lo que permite la invasiébn microbiana
del tracto genital [43, 44] la activacidn de la respuesta inflamatoria del huésped que
conduce a la disrupcion mecanica mediada por la colagendlisis y el debilitamiento
de la membrana que predispone las membranas a la pPROM. Esto debido a las
proteasas asociadas con la infeccion o la inflamacion pueden activar MMP
endogenas en las membranas fetales, lo que lleva a la renovacion del colageno y al

debilitamiento de la membrana. [16, 41, 42].
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2.6 Agentes patdgenos

Existe una gran variedad de microorganismos patdgenos que han sido asociados a

las IU como los agentes causales de cuadros infecciosos que llegan a provocar un

PP [35]. Los microorganismos con mayor incidencia son: Streptococcus del grupo

B, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum y los

microorganismos que causan vaginosis bacteriana como los anaerobios facultativos

como Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, micoplasmas genitales y Mobiluncus

sp. La vaginosis bacteriana es una condicion de desbalance de la flora comensal.

Se caracteriza por la reduccion o ausencia de la flora lactobacilar y su reemplazo

por otros microorganismos patégenos para el humano como son G. vaginalis [41].

La via demostrada para la invasion
microbiana de la cavidad amnidtica mas
frecuente es la ascendente desde la vagina
y el cuello uterino [40]. Romero vy
colaboradores (2001) propusieron un
modelo de cuatro etapas progresivas de la
infeccion uterina (figura. 7). En la primera
etapa hay un sobrecrecimiento de
microorganismos patdgenos o facultativos
en la vagina y cuello uterino. En la segunda
etapa los microorganismos acceden a la
cavidad uterina localizandose en la decidua

y generando una reaccion inflamatoria

local, y posteriormente una extension al corion.

-
e
[— - -
* 0
.
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Figura 7. Etapas de la infeccion ascendente en PP.
Imagen tomada de Romero 2001.

En la tercera etapa de la infeccion llega hasta el amnios (amnionitis) y

posteriormente a la cavidad amnidtica. La ruptura de las membranas no es
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estrictamente necesaria para la invasion de las membranas fetales ya que los
microorganismos pueden cruzar las membranas integras En la ultima etapa las
bacterias acceden de la cavidad amnidtica es correcto este término al feto por
diferentes accesos como una infeccién localizada en la decidua parietal a la decidua
basal y desde ahi directamente a la circulacion venosa fetal [35, 43].

Estos microorganismos que ingresan por via ascendente son reconocidos por
receptores tipo Toll, y otros receptores de reconocimiento de patrones [45, 49],
posteriormente estos activaran el sistema inmunoldgico innato, induciendo una
cascada proinflamatoria orquestada por, entre otros elementos, el factor de
transcripcion NF-kB32 [50]. Esta cascada da como resultado la sintesis de
moléculas como las citocinas (IL) -1 [25, 26], TNF-a [46], quimiocinas,
prostaglandinas [48], proteasas, metaloproteasa para el debilitamiento de la MEC
[20, 46, 47] y otras enzimas, para producir una respuesta coordinada con
contracciones, desprendimiento de placenta, infiltracion de células inflamatorias en
los tejidos gestacionales {30], una serie de cambios bioquimicos y estructurales en
el cuello uterino conocidos como "maduracion” y debilitamiento de las membranas
fetales [33, 37]. El proceso general que se lleva a cabo cuando hay una invasiéon

microbiana se resume en la figura 8.

La inflamacion es un proceso regulado, por el cual el cuerpo responde a estimulos
perjudiciales en un intento de limitar el alcance del dafio y reparar los tejidos
afectados. En mujeres embarazadas la respuesta inflamatoria es una reaccion de

autoconservacion para la madre, el feto o ambos [37, 43, 45].
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Figura 8. Descripcion general de las vias propuestas de trabajo infeccioso y no infeccioso. AP-1, proteina
activadora 1; CCL5, quimiocina (motivo CC) ligando 5; dsRNA, ARN bicatenario; IL, interleucina; LMW-HA,
hialuronano de bajo peso molecular; LPS, lipopolisacarido; LTA, acido lipoteicoico; NFkB, factor nuclear kB;
PAF, factor activador de plaquetas; PGN, peptidoglucano; STAT, transductores de sefal y activadores de
transcripcion; TNF, factor de necrosis tumoral. Modificado de Varkha 2011
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2.6.0 Escherichia coli como agente patdégeno en U

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa y pertenece
a la familia Enterobacteriaceae, se caracteriza por tener la forma de bacilo.
Actualmente existen cuatro grupos filogenéticamente reconocidos; A, B1, B2 y D
[51]. Estos grupos se lograron identificar mediante la técnica de electroforesis de
enzimas multilocus, también se recuperaron mediante la tipificacion de secuencias
multilocus utilizando 2,6 millones de nucleétidos del genoma de E. coli, indicando
gue estos grupos son entidades genéticas, por lo que estos grupos son Utiles para

agrupar cepas de manera relevante [52].

Este microorganismo es sumamente importante en la vida de los animales de
sangre caliente, debido a que se considera como un componente casi universal en
el microbiota de humanos y animales [52, 54]. E. coli es considerada generalmente
como un microorganismo comensal, sin embargo, también ha sido catalogada como
una bacteria patdgena, siendo relacionada a diversas complicaciones del tipo
genitourinarias, obstétricas y neonatales, asi como la diarrea, infecciones del tracto
urinario (ITU) y en el embarazo compromete el desarrollo a término y puede
conducir a la infeccion de un recién nacido in Gtero por via ascendente. La infeccion
con E. coli ocurre con mayor frecuencia como resultado de la ruptura prematura de

membranas. [55, 56].

Las cepas de E. coli que son catalogadas como comensales generalmente son del
grupo A, mientras que las cepas de E. coli patégenas extraintestinales son
pertenecientes al grupo B2 y en menor medida al grupo D. Las cepas patégenas
probablemente se derivaron de cepas comensales tras la adquisicion horizontal de
genes y operones cromosomicos y extra cromosomicos, asi como la péerdida de

genes [53].
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2.7 ACIDO RIBONUCLEICO (RNA)

Las células eucariontes poseen un nucleo en donde se localiza la informacion
genética, esta se encuentra embebida en el DNA. EI DNA cumple con la funcion de
sintetizar RNA por medio de la transcripcion [57]. EI RNA es una cadena sencilla de
polinucledtidos que contiene la base uracilo esta una caracteristica distintiva entre
el DNA y el RNA. [58, 59]. Su principal funcion es codificar proteinas, se tienen bien
identificados tres tipos de RNA como son el mMRNA (mensajero), rRNA (ribosomal)
y tRNA (transferencia), su nombre se les otorgo por la funcion que realizan [57] sin
embargo de todo el DNA que se transcribe, una pequeiia fraccion del RNA es el que
logra codificar proteinas. Se han descrito otros tipos de RNA no codificantes
(ncRNA) [57, 60].

Los ncRNA se descubrieron hace aproximadamente 60 afios y a lo largo del tiempo
se ha logrado dividir en 2 categorias: RNA de mantenimiento y RNA reguladores
[61]. Actualmente se conocen diversos tipos de RNA en células eucariontes (Fig. 9
A) donde generalmente la gran mayoria de RNA celular humano se compone de
rRNA (>90%), tRNA , mRNA, snRNA, y snoRNAs , miRNA y piRNA (Fig. 9 B). Los
MIiRNA y piRNA pueden estar presentes en niveles muy altos; sin embargo, esto

parece depender del tipo de célula [62].

-34-



Tipo % total de RNA por  Moleculas por Tasa de crecim- Peso total Maotas Referencia

masa celula iento KB Picogramos/cel
rRNAS 80 t0 90 3-10 x 108 6.9 10 to 30
[nbosomes)

tRNA 10 to 15 3-10 x 107 <0.1 15105 Abeut 10 tRNA molecules

fribosome
mAMNA 3to7 3-10 = 107 1.7 0251009 lastie and Bishop (1976), Carter
hnRNA 0.06 to 0.2 1-10 x 10° 10* 0,004 10 0.03 Estimated at 2-4% of Mortazavi etal, (2008}, M
(pre-mRNA) mRANA by weight 2012
Circular RNA  0.002 to 0.03 3-20 x 10° ~0.5 0.0007 to Estimated at 0.1-0.2% of Salzman etal. (2012), Guc

0.005 mRNA**
snRMNA 0.02t0 0.3 1-5 x 10° 0.1-0.2 0.008 to 0.04
snoRMNA 0.04 t0 0.2 2-3 x 10° 0.2 0.02 10 0.03
1

miRNA 0.003 to 0.02 1-3 x 109 0.02 0.001 to 0.003 About 105 molecules per Bissels ata

10 pg total RMNA
75L 0.01 10 0.2 3-20 x 10* 0.3 0.005100.03 About 1-2 SRP jaue etal. (2007), Castle etal. (2010

molecules/100 ribosomes
Xist 0.0003 to 0.02 0.1-2 x 109 28 0.0001 to Buzir

0.003 2010

Other IncBNA 003002 A-50 = 107 1 0002 10 D03 Fstimated at 1-4% of mRNA  Mnortazay

Figura 9. Diversidad de RNAs en una célula de mamifero tipica. Tomado de Palazzo 2015.

2.7.0 MicroRNAS (miRNAS)

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNA de aproximadamente 22 nucle6tidos
que se caracterizan por no poseer la capacidad de codificar para proteinas [62]. Sin
embargo, funcionan como moléculas guia en diversas vias de silenciamiento
génico, gracias a la capacidad de reconocer, por complementariedad de bases,
ciertas regiones de un RNA mensajero blanco. Esta union resulta en la inhibicion de

la expresion de dicho mensajero, es decir, su silenciamiento [63, 64]

Un grupo de investigadores en la universidad de Harvard fueron los responsables
del descubrimiento de los miRNAs, estos se encontraban estudiando el proceso
larvario del nematodo Caenorhabditis elegans, su interés se centraba en el gen lin-

4 [65]. Antes de este descubrimiento se creia que el gen lin-4 codificaban para
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proteinas como se conocia hasta ese momento, sin embargo, los laboratorios
Ruvkun y Ambros (1993) descubrieron que lin-4 no codifican una proteina sino que
es un RNA regulador de 22 nucleotidos. Demostraron que el RNA lin-4 podria
emparejarse por complementariedad de bases con el mRNA para otro gen en la red
de desarrollo de C. elegans , lin-14 y controlar la produccién de la proteina LIN-14,
ya que tiene la capacidad de bloquear su traduccion [66]. Posterior a este
descubrimiento empez6 a producirse mas investigacion de los miRNAs, como el
descubrimiento del let-7. El descubrimiento del miRNA let-7 fue fundamental para
estructurar la importancia de estos, ya que ahora se sabe que este miRNa se
encuentra presente en diversos organismos incluyendo al humano lo que sugeriria

el papel que juegan en la biologia humana [67].

A pesar de que su descubrimiento fue reportado en 1993 no fue hasta el 2001 que
se les dio el nombre de microRNAS ya que en ese afo se descubrieron decenas de
microRNAs el mismo nematodo (C. elegans), en plantas (A. thaliana) en moscas (D.

melanogaster) y en vertebrados (Homo sapiens) [68].

2.7.1 Biogénesis de los miRNAs

Para la sintesis de los miRNA ocurre un proceso llamado biogénesis. La biogénesis
consiste en una serie de pasos donde el miRNA primario largo se convierte en un

mMiRNA maduro de aproximadamente 22 nucle6tidos [57].

Los genes que codifican miRNAs se encuentran en todo el genoma, cuyo Unico
producto transcripcional es el miRNA. En otros casos, el miRNA se encuentra dentro
de un intrén o region no traducida (UTR) de un gen codificador de proteinas[62]. El
50% de todos los mirNAs identificados hasta el momento son considerados
intragénicos ya que son procesados a partir de intrones. El resto de los miRNas son

intergénicos transcritos independientemente del gen huésped y son regulados por
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sus propios promotores [57, 63].

Se ha reportado que la via responsable de la generacién de la mayoria de los
mMiRNAs maduros es la via canonica, sin embargo, existen vias alternas nombradas

como vias no canonicas.

La biogénesis canonica es la ruta dominante para la maduracion de los miRNA y
esta comienza con la RNA polimerasa tipo Il (en menor medida la RNA polimerasa
), esta es responsable de la trascripcion del gen que contiene al miRNA, una vez
que se llevo a cabo la transcripcién se forma el pri- miRNA (precursores largos de
RNA) [64]. Los pri-miRNA se caracterizan por tener una estructura en forma de
horquilla compuesta de un tallo de aproximadamente 33 pb y un bucle terminal, asi
como segmentos flanqueantes de RNA de cadena sencilla (SSARN, del inglés single
strand RNA). El pri-miRNA pasa por varias ediciones para su maduracion y
posteriormente se forme un pre- miRNA. Para que se inicie el proceso de
maduracién se necesita la presencia de un complejo microprocesador, este
complejo esta formado por una proteina de union a RNA del Sindrome de DiGeorge,
Region Critica 8 (DGCRS8) y una enzima ribonucleasa Ill, Drosha [57, 69].

DGCRS8 reconoce un GGAC N6-metiladenilado y otros objetivos como los
segmentos de ssARN y el tallo del pri- miRNA, permitiendo que Drosha
separe aproximadamente 11 pb, contadas a partir de la union RNA de cadena
sencilla dentro del pri-miRNA [69]. El complejo microprocesador genera una
horquilla de 70 nucledtidos al cual se le denomina pre-miRNA. Los pre-miRNAs
poseen dos nucledétidos en su extremo 3'y un grupo fosfato en el extremo 5', lo cual
es caracteristico de los RNA procesadas por la Ribonucleasa Il [64]. Finalmente,
los pre-miRNAs son exportados del nucleo al citoplasma por medio de la exportina
5 dependiente de Ran-GTPasa. En el citoplasma, los pre-miRNAs son reconocidos

por el complejo de procesamiento de pre-miRNAs formado por Dicer, la proteina de
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union a RNA en respuesta a trans-activacion (TRBP, del inglés TAR RNA-binding
protein) y la proteina quinasa activadora dependiente de RNA de cadena doble
inducible por interferon (PRKRA, del inglés protein kinase, interferon-inducible
double stranded RNA dependent activator). En el complejo de procesamiento de
pre-miRNAs Dicer cliva los pre-miRNAs cerca del bucle terminal, generando un
duplex de miRNA maduro de aproximadamente 22 nucleotidos este duplex contiene
una cadena madura de miRNA y su cadena complementaria, la cadena pasajera.
El ddplex es reclutado al complejo conocido como RISC (del inglés "RNA Induced
Silencing Complex”). En este complejo se encuentra una proteina llamada
Argonauta (Ago) cuyas funciones son: 1) degradar una de las dos hebras del RNA
pequefio, producto de Dicer, para dar como resultado final al miRNA funcional. La
seleccion de la cadena 5’ 0 3’ se basa en parte en la estabilidad termodindmica en
los extremos 5' del duplex de miRNA o en una 5 U en la posicion de
nucledtido 1)Generalmente, la hebra con menor estabilidad 5 'o uracilo 5' se carga
preferentemente en AGO, y se considera la hebra guia, 2) posteriormente argonauta
se une directamente al mMiRNA maduro para detener la traduccion cuando la
homologia y por lo tanto su hibridacion es parcial; o por el contrario para degradar
al RNAm blanco cuando su hibridacion con el miRNA es total. En animales, la
secuencia o secuencias blanco reconocidas por los miRNAs se localizan
generalmente en la region 3' no traducida de los RNA mensajeros. Sin embargo,
para algunos miRNAs, ambas cadenas pueden reclutarse en RISC a frecuencias
similares. En este caso, la cadena del extremo 5' se denomina "5p" y la cadena de
3'la"3p" [62, 63, 69, 70].
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Figura 10. Biogénesis y mecanismo de acciéon mas frecuente en animales. Dos distintos transcritos
primarios que pueden ser precursores, ya sea conteniendo uno o varios miRNAs, son primeramente convertidos
por el microprocesador en pre-miRNAs que son llevados al citoplasma por exportina 5. EI mensajero blanco se
muestra unido a ribosomas y a RISC, con el miRNA dirigiendo la inhibicion de su traduccion. El miRNA se
muestra como una cadena en azul a lo largo de su maduracién. Tomado de Flores (2007)

2.7.2 Importancia biologica

Diversos estudios han reportado la importancia biol6gica de los miRNAs tanto en
vertebrados como invertebrados. En humanos se ha estudiado la participacion de
estos miRNAs en procesos como proliferacion celular, tumorogénesis, inflamacion,
regulacion del ciclo célular, respuesta ante el estrés, diferenciacion celular,
apoptosis, invasion, regulacion de la hematopoyesis, modulacién de la miogénesis,
cardiogenesis, diferenciacién osteogénica y de la piel. También se tiene evidencia
de que los miRNAs pueden actuar como oncogenes (oncomirs) [62, 68]. y en estos
procesos cual es el papel biolégico de los miRNAs. Sin embargo, los mecanismos

de accion de estos no estan completamente reportados, como se menciono
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anteriormente, una de las funciones reportadas para los miRNA es la de moléculas

guia en vias de silenciamiento génico.

Al estudiar los perfiles de expresidon genética en enfermedades humanas (como el
cancer, enfermedades metabdlicas, enfermedades causadas por virus como el
herpes) se ha observado una desregularizacion en la expresion de los miRNA. Se
ha mencionado a esta desregularizacion como un factor causal en la progresion de

una amplia gama de enfermedades [71].

Esta desregularizacion en la expresion de los miRNAs se ha llegado a dar por
alteraciones en el numero de copias, localizacion de mIRNAs gendmicos,
alteraciones en la regulacién transcripcional de los miRNAs también resultan en
enfermedad. Muchos miRNAs homologa el termino estdn asociados con la
desregulacion de ellos mismos y el desarrollo de cancer como, por ejemplo, la
familia del miRNA let-7 esta asociada con cancer gastrico, de préstata, de colon, de

ovario, melanoma, linfoma [62, 64, 66].

La importancia biolégica de los miRNAs en el desarrollo de los mamiferos se
demostro por primera vez con la generacion de modelos de ratones deficientes para
Dicer y DGCR8 (Drosha esta involucrado en otras vias metabdlicas de RNA,
mientras que DGCR8 es especifico para la biogénesis de miRNA) [69]. La pérdida
de cualquiera de los pasos en la biogénesis de miRNA produce letalidad

embrionaria.

2.7.3 Funcién del miRNA 372-5p

Se ha determinado que el miR-372-5p estda asociado a procesos
proinflamatorios, Zhou y colaboradores (2017) demostraron en un sistema de

medula espinal que, las regiones 3 'no traducidas (UTRs) de KIF3B y NOSIP
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contienen secuencias dirigidas a miR-372 que inhiben directamente su
expresion[72] sin embargo al existir una inflamacion excesiva inducida por la IL-1 la
expresion del miRNA 372-5p aumento, lo que redujo de manera significativa la
expresion de KIF3B (miembro de la familia de la kinesina 3B) y NOSIP (proteina
que interactua con el 6xido nitrico sintasa), estos son dos moduladores clave para
restringir la inflamacién y promover la regeneracion neuronal en el desarrollo de la
meédula espinal, por lo que la inflamacion inducida por IL- 1y la expresion del miRNA

372-5p bloquearon la recuperacion de una lesion en la medula espinal [73].

Por otro lado, se tienen datos que miR-372 funciona como un supresor de tumores
en la progresion del carcinoma de células renales al inhibir la expresion de
IGF2BP1. Observaron que la expresion del miR- 372 estaba reducida en lineas
celulares de carcinoma de células renales, sin embargo, al inducir una
sobreexpresion, este reprimia la proliferacién e invasion de células carcinomas
renales. Ademas, IGF2BP1 se identific6 como un objetivo y funcional de miR-372-
5p al reprimir su expresion al interactuar directamente con su sitio de union putativo
en el 3'-UTR. La expresion ectépica de IGF2BP1 revirtié significativamente la
supresion de la proliferacion e invasion celular, causada por la sobreexpresion de
miR-372 [74].

Por el contrario, Voorhoeve y colaboradores (2006) reportaron que miRNA-372 y
mMiRNA-373 son miRNA tumorigénicos. Examinaron una serie de lineas celulares
que se originan a partir de la presencia de tumores testiculares de células
germinales de adolescentes y adultos, los miRNAs colaboran con RASV12 y
estimulan un fenotipo de transformacidon neoplasica, en la mayoria de los casos la
transformacion neoplésica requiere la inactivacion de p53 (por expresion de HPV
E6, HDM2 o p53 mutante), sin embargo, miRNA 372 y miRNA 273 promovieron la
transformacién mientras p53 estaba activo. Esto indica que miRNA-372 y 3 no

bloquean las sefales de RASV12 sino que permiten que las células proliferen
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independientemente de la activacion de p53 y la induccion de p21cipl [75].

Recientemente, estudios han demostrado que el miRNA-372 es tumorigénico en
canceres del sistema reproductivo humano, en contraste, Tian (2011) proporciono
evidencia que sugiere que el mMiRNA-372 actla como un gen supresor de tumores
en el carcinoma de cuello uterino. La expresion ectopica de miR-372 suprimi6 el
crecimiento celular mediante la regulacion negativa de los genes del ciclo celular
CDK2 y ciclina Al,asi mismo el miRNA 372 indujo la detencién en las fases S / G2

del ciclo celular en células HelLa [76].

2.7.4 Funcién del miRNA 21-3p

Se ha determinado que el miR-21-3p desempefia un papel crucial en una gran
cantidad de funciones bioldgicas y enfermedades que incluyen el desarrollo celular
y morfologico, cancer, enfermedades cardiovasculares y la inflamacion debido a las
funciones criticas de sus proteinas blanco en varias vias de sefalizacién. El miR-21
se ha convertido en un blanco molecular atractivo para la modulacién genética y

farmacoldgica en diversas enfermedades [77].

Sheedy y colaboradores (2010) han demostrado una regulacion positiva de miR-21
por LPS en macrofagos, fibroblastos embrionarios de raton y en células
mononucleares de sangre periférica humana. Encontramos que la induccion de
miR-21 por LPS era dependiente de MyD88 y también dependiente de NF-kB, de
acuerdo con la presencia de un sitio de union a NF-kB en el promotor miR-21[78].
Hay una regulacion positiva de miR-21 en una variedad de estados patolégicos. Se
ha informado sobreexpresion de miR-21 en muchos tipos de cancer. Ademas, se ha
informado que miR-21 esta regulado al alza en muchos estados inflamados, incluido
el pulmon inflamado en ratones tratados con LPS, inflamacion alérgica de las vias

respiratorias [79], osteoartritis, psoriasis y eccema atopico. Por lo tanto, miR-21
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puede ser un indicador de inflamacién y, dado su papel en el tumor génesis, podria

ser un vinculo importante entre el cancer y la inflamacion.

Ning y colaboradores (2019) estudiaron la participacion del miRNA 21 en células de
microglia activadas de rata y concluyeron que la inhibicibn de miR-21 puede
promover la recuperacion de la lesion de la médula espinal al regular a la baja la via
de sefalizacion de IL-6R / JAK-STAT inhibiendo la respuesta inflamatoria, esto
debido a que, al inhibir la expresion del miRNA-21 disminuyeron los niveles de
proteina de INOS, TNF-a, el RNA de IL-6R, JAK 'y STAT3 en ratas. [80].
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3.0 JUSTIFICACION

El nacimiento pretérmino es un problema de salud publica mundial, ya que es causa
directa de al menos 70% de los casos de muertes neonatales. E. coli y sus
componentes estructurales activan una cascada de sefalizacion que desencadenan
un proceso inflamatorio ya que activan en el tejido de la coriodecidua la secrecion
de diferentes mediadores de la respuesta inflamatoria y degradativa. Estudios
realizados sugieren que esta respuesta inflamatoria se encuentra mediada por
algunos miRNAs, se ha reportado que los miRNA 21 y el miRNA 372 se encuentra
expresados en diversos procesos inflamatorios, sin embargo, se desconoce la
participacion del miRNA 372-5p y del miRNA 21-3p en las MFH ante la infeccion

con Escherichia coli.
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4.0 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
v' Determinar la expresion del miRNA-21-3p y del miRNA-372-5p en las
membranas fetales humanas después de la estimulacién en el tejido de

la coriodecidua con diferentes concentraciones de E. coli

4.2 Objetivos particulares

v' Determinar la expresion del miRNA-21-3p y miRNA-372-5p en la region
del epitelio amniético y del tejido de la coriodecidua a las 3, 6 y 24 horas
de la estimulacién con E. coli

v' Comparar la expresion del miR-21-3p y miRNA 372-5p entre la zona
estimulada directamente (coriodecidua) y la zona opuesta (amnios).

5.0 HIPOTESIS

Al estimular el tejido de la coriodecidua humana con E. coli se observara una
expresion diferencial del miRNA-21-3p y del miRNA-372-5p dependiendo del
tiempo y la concentracion bacteriana inclinandose hacia una respuesta anti-
inflamatoria
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 Aspectos éticos.

Previo a la obtencion de las MFH se obtuvo el consentimiento informado de las
pacientes en donde se les explico la finalidad del proyecto de investigacién el cual
ha sido aprobado por los Comités de Investigacion, Etica en Investigacion y
Bioseguridad institucionales con el numero de registro 2017-2-82 (Anexo 1). A cada
paciente se le entrego la carta de consentimiento informado para que firmaran de

manera libre (Anexo II).

6.2 Caracteristicas de las pacientes.

Se incluyeron en el estudio pacientes con embarazos a término (237 semanas de
gestacion), y por indicaciones médicas fueron intervenidas quirdrgicamente por
cesérea. En todos los casos, no presentaron trabajo de parto activo, asi como
signos y sintomas evidentes de infeccion u otras patologias obstétricas asociadas

a la respuesta inflamatoria esto para evitar alteraciones en nuestros resultados.

6.3 Obtencién de las MFH

En la unidad de tococirugia del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa
de los Reyes se obtuvieron las MFH después de ser desprendida de la placenta
materna y el neonato por medio de un bisturi estéril fueron depositadas en un
contenedor quirdrgico y posteriormente fueron colocadas en un contenedor esteéril
para muestras biolégica el cual contenia medio DMEN estéril y fueron
inmediatamente trasladadas al tercer piso de la torre de investigacién para

comenzar con el manejo de la muestra.
- 46 -



6.3.1 Procesamiento de las MFH en el sistema de Transwell.

La manipulacion del tejido se hizo en una campana de flujo laminar y en condiciones
de esterilidad. Las MFH fueron limpiadas con solucién salina para quitar toda la
sangre adherida al tejido sin permitir que este sufriera separacion de las capas del
amnios y coriodecidua. Posteriormente las MFH fueron cortadas en porciones de 2
cm? aproximadamente y los explantes fueron montados en el sistema de Transwell
como ha sido previamente reportado por nuestro grupo de investigacion [46, 81].
Este sistema permite tener dos regiones (amnios y coriodecidua) de manera
independiente, sin embargo; permite mantener la estructura y comunicacion de
ambas regiones. Una porcién de las MFH se analizé para la deteccion de bacterias
patdgenos en el departamento de infectologia. Las MFH se incubaron con 1 ml de
medio de cultivo DMEM a cada region (AM/CDH) suplementado con 10% Suero
Fetal Bovino (SBF) y 1% de penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL
respectivamente; Gibco, Bethesda, MD, USA) e incubadas a 37°C y 5% de CO2 por
24 horas. Al término de este periodo, se les retird el medio de cultivo, a cada region
se le adicioné PBS (1x), con la finalidad de eliminar los residuos del SBF este
procedimiento se repitié dos veces. Finalmente, a cada regién se le adicioné 1 mL
de medio de cultivo DMEM suplementado con 0.2% de hidrolizado de lactoalbimina
(DMEM-HLA,; Gibco) e incubados en las condiciones arriba descritas.

6.4 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa, la cual fue aislada de canal cérvico-
vaginal de paciente con datos clinicos de corioamnionitis que presenté ruptura
prematura de membranas fetales con mas de 72-horas de progresion. La
identificacion de E. coli se realizd por pruebas bacterioldgicas que mediante el lector

automatizado VITEC a partir del crecimiento en medio McConkey (lactosa positiva),
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y su sensibilidad a antimicrobianos por el método de difusién en disco. Su filogenia
fue determinada con iniciadores especificos para los genes chuA y yjaA la cual
corresponde al grupo B2 [54]. Dada las caracteristicas patogénicas de E. coli se
utiliz6 campana de bioseguridad nivel Il con el siguiente equipo de seguridad
personal: cubre bocas, guantes de latex los cuales seran desechados en bolsa de
polietileno color roja. Para la proteccion de los ojos se usaran lentes los cuales

fueron limpiados con una gasa roseada de alcohol que fue eliminada en bolsa roja.

6.4.1 Estimulacién de las MFH con E. coli

Las MFH se estimularon con E. coli a diferentes concentraciones (102, 104, 10°, 106
UFC/ml) por 3, 6 y 24-horas y en cada intervalo de tiempo se manej6é un control
experimental. El medio de cultivo se recupero a las 3, 6 y 24 horas después de la
estimulacion y en cada caso las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5
minutos. El sobrenadante se recuper6 en tubo Eppendorf y se almaceno a -70 °C
para determinar el perfil de expresion del miR-21-3p y del miR-372-5p a partir del
RNA total.

6.5 Extraccion del RNA total.

A 500 ul de medio de cultivo de cada procedimiento de estimulacién se le adiciond
el mismo volumen de TRIzol (InvitroGen; Carlsbad, CA) la mezcla se agit6é
vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 15 min a 30°C. Posteriormente a cada
muestra se les afiadié 100 ml de cloroformo (Invitrogen), se agitaron por 15 seg. y
fueron incubadas por 5 min a 30°C. Al término las muestras fueron centrifugadas a
4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le agrego
550 ul de isopropanol (Invitrogen) y 1 ul de Glucogeno (Invitrogen). Posteriormente
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se incubaron por 1 hora a -20°C. Al término de este tiempo las muestras se
centrifugaron a 4 000rpm por 30 min. Al pellet se le adicion6 1 ml de etanol al 100%
y se agito vigorosamente por 15 seg., y fue centrifugado nuevamente a 4000 rpm
por 15 min. El procedimiento se repitid una vez mas con etanol al 75%. EI RNA fue
evaporado toda la noche a temperatura ambiente, y al dia siguiente fue hidratado

con 20 pl de agua inyectable.

6.5.1 Reaccién de RT-PCR

Para la obtencion del cDNA se utilizé el kit Access RT-PCR System (RT-PCR, cat
A1250; Promega Madison WI, USA). Se tomaron 10 ng de cada una de las muestras
y se preparé el mix de RT con 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 pL
MgSOa4 [50 mM], 10 pL agua libre de RNAsas, 1 uL de AMV RT y 1 L de iniciador
especifico de RT miRNA 372 y 21 [20 pmol; [tabla 2]. La sintesis del cDNA se

realizd durante 45 minutos a una temperatura de 45°C.

372-5p GTC GTA TCC AGT GCA S0
GGG TCC GAG GTA TTC
GCA CTG GAT ACG ACH
GAA TA

21-3p GTC GTA TCC AGT GCA S0
GGGE TCC GAG GTA TTC
GCA CTG GAT ACG ACH
CAG CC

TABLA 2. Secuencia de iniciadores especificos para RT. La secuencia de los iniciadores fue disefiada a
partir de la secuencia de hsa-miR-372 y -21maduros obtenida por el sitio web www.mirBase.org

6.5.2 Reacciéon de PCR

A patrtir del cDNA obtenido se trabajé con 10 pL del mismo y con un mix de PCR el
cual contenia 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 pL MgSOa [50 mM],
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10 pL agua libre de RNAsas, 1 uL de Tfi, 1 yL de iniciador especifico para PCR miR-
372 y 21 [20 pmol] y 1 uL iniciador universal [20 pmol; tabla 3]. Cada uno de los
tubos fueron procesados en el termociclador con el siguiente programa: 94°C para
una elongacion inicial durante un minuto y 40 ciclos con 94°C durante 30 segundos,
56°C en 30 segundos, 72°C durante 30 segundos. Se realizé una elongacion final

de 72° durante 10 minutos.

miRNA Secuencia 5’- 3’ MNumero de pb
372-5p CGG CCG CCT CAA ATG TG 17
21-3p CGG CCG CAA CACCAGT 16

Universal ([Rev) @ GTG CAG GGT CCG AGG T

Tabla 3. Secuencia de iniciadores especificos para PCR. La secuencia de los iniciadores fue disefiada a
partir de la secuencia de hsa-miR-372 y -21maduros obtenida por el sitio web www.mirBase.org

6.5.3 Visualizacion de las bandas de expresion del miR-372-5p y del miR-21-3p

Los amplificados se trabajaron en geles de agarosa al 4% a voltaje constante por
40 minutos y las bandas se visualizaron en luz UV. Las imagenes fueron capturadas
usando el sistema fotodocumentador (Gel Doc 2000. Bio-Rad, USA). El perfil de las
bandas del miR-372-5p y miR-21-3p en las diferentes condiciones experimentales
de infeccion fueron determinadas mediante la densidad Optica utilizando el
programa ImageJ (NIH; USA).

6.6 Analisis estadistico

Los datos de expresion fueron reportados como la media + desviacion estandar y
la comparacién entre los tratamientos se realiz6 mediante la prueba de ANOVA de

una sola via seguida de la Tukey con una diferencia estadistica menor a 0.05.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de las pacientes

En el periodo de mayo del 2018 a abril del 2019 se obtuvieron un total de 6
membranas fetales humanas. En todos los casos se determind la identificacion de
bacterias patdgenas la cual se realizé en el departamento de Infectologia del INPer.
Las seis de las MFH fueron procesadas y montadas en el sistema de Transwell.

7.2 Estandarizacion de las condiciones de PCR para el miRNA 372-5p

Antes de determinar el perfil de expresion de miR-372-5p en el tejido de la
coriodecidua (CDH) estimulando con diferentes concentraciones de E. coliy en la
region del amnios (Am) se realiz6 la estandarizacion de este para encontrar la
temperatura 6ptima de alineamiento de RT/PCR mediante la expresion de tejido
placentario humano. La figura 11 muestra la banda de expresién tomando como
base 52 + 1°C.

miRNA 372-5p

clc2 &3 €4 05
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Figura 11. Estandarizacién de las condiciones de temperatura de alineamiento de PCR del miR-372-
5p. Marcador de peso molecular (PM de 100 pares de bases; invitrogen), carril 1 vacio, carril 2 control negativo.
C3-C5 tejido de placenta humano a 51, 52 y 53 °C respectivamente. La expresion muestra una banda de
aproximadamente 73 pb (*) que corresponde a la temperatura de 53°C en tejido de placentario.

7.3 Perfil de expresion del miR372-5p
7.3.1 Expresion a las 3-horas

La figura 12 se muestra la banda de expresion (A) y su densidad Optica (B) tanto de
la region estimulada directamente (CDH) con E. coli como de la cara opuesta (Am)

de cada una de las condiciones de estimulacion.

A las 3 horas observamos que la expresion del miR-372-5p en la CHD sin
estimulacion fue de 38.0+3.0 (figura 12B). La estimulacién con E. coli (102 UFC/mL)
mostré una disminucién de 1.05-veces (36.33t4.5); sin embargo, no fue
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p=0.189). En la
estimulacion con 104, 10°, y 108 UFC/mL observamos un incremento en la expresion
del miR-372-5p de 1.14-, 1.2- y 1.2-veces; sin embargo, en todos los casos no fue
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p=0.189; figura 12
B). Alas 3 horas de la estimulacion en la CDH con E. coli observamos en el tejido
amniético (Am) un aumento significativo en la expresion del miR-372-5p de 2.5-,1.9-
, Y 1.7-veces cuando la CDH fue estimulada con E. coli (104, 10°, 10® UFC/mL) con
respecto al grupo del amnios sin estimulacion (39.67+1.52; p<0.05, fig.12C).
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Figura 12. Perfil de expresién del miR- 372 a 3 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia
coli sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresién del miR-372-5p a las 3-horas de
estimulacion (A). En cada caso se determind la densidad oOptica (unidades relativas) tanto de la region de la
coriodecidua (CHD, B) como en la cara opuesta a la estimulaciéon (amnios, C). Los datos se muestran como la
media + desviacion estandar y con (*) se muestra la diferencia estadistica que corresponde a 104, 105, 106. (p
<0.05).

7.3.2 Expresién a las 6-horas

La figura 13 muestra la banda de expresion (A) y su densidad 6ptica (B) tanto de la
region estimulada directamente (CDH) con E. coli como de la cara opuesta (Am) de

cada una de las condiciones de estimulacion.

Alas 6 horas de estimulacién con E. coli 104, y 10° UFC/mL observamos un aumento
en la expresion del miR-372-5p enla CHD de 1.1-, y 1.4-veces con respecto al grupo
control (36.0£1.0; p<0.05, figura. 13B). De manera interesante la estimulacion con
E. coli 108 UFC/mL disminuyd la expresion del miR-372-5p (37.3+1.0).

A las 6 horas de la estimulacion en la CDH con E. coli observamos en el tejido
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amniético (Am) un aumento significativo en la expresion del miR-372-5p de 1.3-,y
1.4-veces cuando la CDH fue estimulada con E. coli (10* y 108 UFC/mL) con

respecto al grupo del amnios sin estimulacion (25.66+2.5; p<0.05, figura.13C)
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Figura 13. Perfil de expresiéon del miR- 372 a 6 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia
coli sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresién del miR-372-5p a las 6-horas de
estimulacion (A). En cada caso se determiné la densidad oOptica (unidades relativas) tanto de la region de la
coriodecidua (CHD, B) como en la cara opuesta a la estimulacion (amnios, C). Los datos se muestran como la
media + desviacion estandar y con (*) se muestra la diferencia estadistica (p < 0.05).

7.3.3 Expresion a las 24-horas

La figura 14 muestra la banda de expresion (A) y su densidad 6ptica (B) tanto de la
region estimulada directamente (CDH) con E. coli como de la cara opuesta (Am) de

cada una de las condiciones de estimulacion.

A las 24 horas de estimulacién con E. coli 102, 104, 10° y 10® UFC/mL observamos
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una disminucion en la expresiéon del miR-372-5p en la CHD de 1.2-, 1.2-, 1.6-,y 1.7-

veces con respecto al grupo control (21+2.0; p<0.05, figura 14B). Al determinar la

expresion del miR-372-5p en la cara opuesta (Amnios) a la zona de estimulacion

observamos una disminucion significativa con 10°y 108 UFC/mL de 1.5-, y 1,9-veces

con respecto al grupo control (22.6+1.5, p<0.05, fig. 14 C).
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Figura 14. Perfil de expresion del miR- 372 a 24 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia
coli sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresién del miR-372-5p a las 24-horas de
estimulacion (A). En cada caso se determind la densidad 6ptica (unidades relativas) tanto de la region de la
coriodecidua (CHD, 13 B) como en la cara opuesta a la estimulacion (amnios, C). Los datos se muestran como
la media + desviacion estandar y con (*) se muestra la diferencia estadistica (p < 0.05).
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7.4 Perfil de expresion del miR- 21-3p
7.4.1 Estandarizacion de las condiciones de PCR para el miRNA 21-3p

Se realiz6 la expresion del miRNA 21-3p a tres temperaturas (fig. 15) y se obtuvo

una mejor banda de expresion a una temperatura de 71 °C.

miRNA 21-3p

1 ¢ &3 g4

Figura 15. Estandarizacién de las condiciones de temperatura de alineamiento de PCR del miR-21-
3p. Marcador de peso molecular (PM de 100 pares de bases; invitrogen) La estandarizacién se realizé en
células leucémicas que corresponden a 73 pb. La banda de interés se muestra con un *. Del C1-C3 se
sometieron a temperaturas de 57, 69 y 71°C respectivamente. La expresion muestra una banda de
aproximadamente 73 pb (*) que corresponde a la temperatura de 53°C en tejido de placentario.

7.4.2 Expresion a las 3-horas

La figura 16 muestra la banda de expresion (A) y su densidad 6ptica (B) tanto de la
region estimulada directamente (CDH) con E. coli como de la cara opuesta (Am) de

cada una de las condiciones de estimulacion.

Se muestra el nivel de expresion del miR-21-3p en el tejido de la coriodecidua (CHD)
después de ser estimulada con diferentes concentraciones de Escherichia coli, asi

COmMo en su cara opuesta (amnios; AM).
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Figura 16. Perfil de expresion del miR-21 a 3 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia coli
sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresiéon del miR-21 a las 3-horas de estimulacién
(A). En cada caso se determind la densidad optica (unidades relativas) tanto de la region de la coriodecidua
(CHD, B) como en la cara opuesta a la estimulacion (amnios, C). Los datos se muestran como la media +
desviacion estandar y se indica la diferencia estadistica (*) con respecto al grupo control que corresponde a
104, 105, 106. (p < 0.05).

A las 3 horas observamos que la expresion del miR-21 en la CHD sin estimulacion
fue de 450.3+46.5 (grupo control; figura. 16B). La estimulacién con E. coli (10?
UFC/mL) mostr6 un incremento de 1.12 veces; sin embargo, no fue
estadisticamente significativa con respecto al grupo control. La estimulacién con
104, 10%, y 10% UFC/mL incrementé significativamente la expresion del miR-21 en
1.39, 1.41, y 1.52- veces respectivamente con respecto al grupo control (figura 16B;
p< 0.05).

En este mismo intervalo de tiempo en la cara opuesta (epitelio amniético; AM) se

observo en el grupo control un valor de 434.0+41.2. Al estimular el tejido de la
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coriodecidua con E. coli (102 UFC/mL) pudimos observar una disminuciéon de 1.01-
veces la expresion del miR-21; sin embargo, no encontramos una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (figura 16C). La
estimulacion en el tejido de la coriodecidua con 104, 10% y 108 UFC/mL incrementd
significativamente en el epitelio AM la expresion del miR 21 en 1.36, 1.23,y 2.14-

veces con respecto al grupo control del tejido amniético (p < 0.05).

7.4.2 Expresion a las 6-horas.

La figura 17 muestra la banda de expresion (A) y su densidad 6ptica (B) tanto de la

region estimulada directamente (CDH) con E. coli como de la cara opuesta (Am).

A las 6 horas observamos que la expresion del miR-21 en la CHD sin estimulacion
fue de 554.3 + 56.3 (grupo control). La estimulacién con E. coli a las diferentes
UFC/mL mostr6é una disminucion de 1.23, 1.41, 1.43, y 1.32- veces; sin embargo,

no fue estadisticamente significativa con respecto al grupo control (figura 17B).
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Figura 17. Perfil de expresion del miR-21 a 6 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia coli
sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresion del miR-21 a las 6-horas de estimulacién
(A). En cada caso se determiné la densidad éptica (unidades relativas) tanto de la regién de la coriodecidua
(CHD, B) como en la cara opuesta a la estimulacién (amnios, C). Los datos se muestran como la media +
desviacion estandar y se indica la diferencia estadistica (*) con respecto al grupo control que corresponde a
102, 104, 105. (p < 0.05).

En este mismo intervalo de tiempo en la cara opuesta (epitelio amniotico; AM) se
observo en el grupo control un valor de 671.0 + 39.9 (figura 17C). La estimulacién
en el tejido de la coriodecidua con E. coli (102, 104, y 10° UFC/mL) observamos una
disminucién significativa de 2.02, 1.45, y 1.33- veces la expresion del miR-21 con
respecto al grupo control. La estimulacion en el tejido de la coriodecidua con 108
UFC/mL disminuy6 en el epitelio AM la expresion del miR 21 en 1.10-veces con

respecto al grupo control; sin embargo, no fue estadisticamente significativa.
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7.4.3 Expresion a las 24-horas

La figura 18 muestra la banda de expresion del miR-21 en el tejido de la
coriodecidua (CHD; fig. 18A) después de ser estimulada con diferentes

concentraciones de Escherichia coli, asi como en su cara opuesta (amnios; AM).
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Figura 18. Perfil de expresion del miR-21 a 24 horas de estimulacion con diferentes unidades de Escherichia
coli sobre el tejido de la coriodecidua. Se muestra la banda de expresién del miR-21 a las 24-horas de
estimulacion (A). En cada caso se determind la densidad éptica (unidades relativas) tanto de la region de la
coriodecidua (CHD, B) como en la cara opuesta a la estimulacion (amnios, C). Los datos se muestran como la
media + desviacion estandar y se indica la diferencia estadistica (*) con respecto al grupo control que
corresponde a 106. (p < 0.05).

A las 24 horas observamos que la expresion del miR-21 en la CHD sin estimulacion
fue de 313.6 + 32.1 (grupo control). La estimulaciéon con E. coli (102, 104, y 10°
UFC/mL) mostré un incremento de 1.15, 1.39, y1.49-veces; sin embargo, no fue

estadisticamente significativa con respecto al grupo control (figura 18B). La
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estimulaciéon con 108 UFC/mL incrementé significativamente la expresion del miR-

21 en 2.01-veces con respecto al grupo control (fig. 18 B; p <0.05).

En este mismo intervalo de tiempo en la cara opuesta (epitelio amniotico; AM) se
observo la expresion del miR-21 fue de 305.3 + 13.8 en el grupo control (fig. 17 C).
La estimulacion en el tejido de la coriodecidua con E. coli (102, 104, 10° 10 UFC/mL)
observamos un incremento de 1.19, 1.11, 1.06, y 1.07-veces la expresion del miR-
21; sin embargo, no encontramos una diferencia estadisticamente significativa con

respecto al grupo control (figura 18C).
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8.0 DISCUSION

En los ultimos afios, se ha reportado la participacion de diferentes miRNAs en
procesos inmunolégicos como son el cancer, diabetes y otras enfermedades
inflamatorias. Particularmente el miR-372-5p ha sido asociado a diferentes tipos de
cancer [8], sin embargo, aln no se tiene claro la participacién de este en las

infecciones uterinas que llevan a un parto prematuro

Zhou Wang y colaboradores (2017) demostraron que el miRNA-372-5p afecto
significativamente la actividad de numerosas vias, lo que indica cambios en las
redes de regulacion de genes. Entre todas estas vias, se ha demostrado que el
factor nuclear de las células B activadas (NFkB) es la que estd mas reprimida por
miR-372 [76].

Nuestros resultados sugieren que el perfil de expresion del miR-372-5p en la region
de la CHD a las 6 horas de la estimulacion aumento significativamente (figura 13)
en tanto que a las 24 horas se observd una disminucion en el nivel de expresion
(figura 14). Este resultado concuerda con resultados previamente obtenidos por
Osorio-Caballero, y colaboradores (2015) donde demostraron que a las 24 horas se

incrementa la concentracion de la IL-1B [34].

Por su parte, la regibn qgue mantiene estrecho contacto con el desarrollo fetal es el
epitelio amniético en donde observamos desde las 3 y 6 horas un incremento
importante en la expresion del miR-372-5p lo que estaria reduciendo la expresién
del NF-kB y por lo tanto la respuesta inflamatoria como ha sido reportado
previamente por Osorio y colaboradores [34]. Borjoquez y colaboradores (2004)
demostraron que NF-kB puede ser la primera respuesta a estimulos celulares
nocivos [81]. Los inductores de la actividad del NF-kB son altamente variables, y
pueden ser desde especies reactivas de oxigeno (ROS), factores de necrosis

tumoral alfa (TNFa), e interleucina de tipo 1-beta (IL-1B) y estimulos mitogénicos
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como ésteres de forbol (PMA) relacionados con agentes infecciosos como
lipopolisacéarido bacteriano (LPS) y expresion de antigenos virales [11, 20]. Los
genes de TNF-q, IL-1, del receptor de IL-2 son activados por NF-kpB. También los

genes de otros factores de transcripcion tienen en sus promotores sitios kB [72, 78].

Por otro lado, el miR-21 ha sido asociado en el proceso inflamatorio debido a las
funciones criticas de sus proteinas blanco en varias vias de sefializacion [77]. Sin
embargo, aun no se tiene claro la participacion de este en las infecciones uterinas
que llevan a un parto prematuro. Los resultados obtenidos en nuestro estudio
muestran que al estimular directamente en la regién de la CDH a 3 horas con E. coli
se obtuvo un incremento en la expresion del miR-21 estadisticamente significativo
(fig. 16B) sin embargo éste, perfil de expresion disminuye a las 6 horas de
estimulacién con respecto al grupo control (figura 17B). Esto se asocia a que el miR
21 ha sido propuesto como un miR anti inflamatorio [79], por lo que al estimular el
tejido de la CDH con E. coli se activa la via de sefializacion para la sintesis y
produccion de la IL 1B. Garcia-Rodriguez y colaboradores (2018) demostraron en
pacientes con evidencias clinicas de corioamnionitis (existe un proceso inflamatorio)
la disminucion en la expresion del miR-21 el cual fue asociado con el incremento de
la respuesta inflamatoria de tipo IL-1B. La respuesta inflamatoria reduce la expresién
del miRNA-21 [82].

Los agentes causales de corioamnionitis aislados con mayor frecuencia son
bacterias gramnegativas (Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Chlamydia
trachomatis) [42, 43]. El proceso infeccioso activa la respuesta inmunoldgica innata
del tejido epitelial, de macréfagos, monocitos, células NK y neutrofilos. El
reconocimiento de las bacterias activa la secrecion masiva de diversas citocinas
quimiotacticas (IL-6 e IL-8) e inflamatorias (IL-18, y TNFa) [78].

Por otra parte, a las 24 horas de estimulaciéon se noté un nuevo incremento de la
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expresion del miR-21 (figura 18B). Lo que nos estaria indicando que el tejido de la
CDH a las 24 horas de exposicion de E. coli estaria reduciendo la respuesta
inmunologica; sin embargo, Garcia-Rodriguez y colaboradores (2018) encontraron
en pacientes con trabajo de parto se observa un incremento del miR-21 y un
decremento en la sintesis de IL-1B [82]. También se sabe que el receptor 4 similar
a Toll (TLR4) puede contrarrestar los efectos toxicos del LPS [44], lo que permitiria

el aumento del miR.

Por su parte, la regidbn que mantiene estrecho contacto con el desarrollo fetal es el
epitelio amniético en donde observamos que a las 3 horas de estimulacion la
expresién aumenta respecto al grupo control (figura 16C), mientras que a las 6 horas
de exposicidon con E. coli se observa un decremento (figura 17C) y finalmente a las
24 horas de estimulacion se observa que la variacion de la expresion es baja (figura
18C).

A las 3 horas de estimulacion con E. coli tanto en el tejido de la CDH como el epitelio
amniético se observa un nivel de expresion alto del miR-21 esto nos indica que a
este tiempo de exposicién aln no se ve una capacidad de respuesta del sistema
inmune que desemboque en el proceso inflamatorio lo que nos explicaria el alto
nivel de expresiéon del miR; Sin embargo esto cambia a las 6 horas de estimulacion
en el epitelio amnidtico ya que se observa la baja del miR 21, esto concuerda con
trabajos antes mencionados [82]. A diferencia del epitelio amniético a las 24 horas
de estimulacion no se incrementa el nivel de expresion del miR-21 lo que nos estaria
indicando que la expresion de miR-21 puede estar siendo parcialmente inhibido por
las citocinas IL-1p3, IL6, IL 8 y TNFa secretada por la cascada de senalizacion en
respuesta a la infeccion por E. coli. La produccion del miR-21 es inducida por TGF-
B, mientras que miR-21 reprime a Smad7 promoviendo la activacion de fibroblastos
(segregan proteinas de colageno que se utilizan para mantener un marco estructural

para muchos tejidos como la MEC) mediada por TGF-B. De esta forma, miR-21
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participa en un circuito de retroalimentacion positiva con TGF-f3.

9.0 CONCLUSION

Es probable que E. coli al incrementar de manera dosis dependiente la expresion
del miR-372-5p en la region de la CDH como del epitelio Am inhibe parcialmente en

nuestro sistema la expresion del NF-k3 como se ha visto en diferentes estudios.

Mientras que los resultados obtenidos del miR-21 sugieren que 1) la expresion del
miR-21 es dependiente del tiempo de estimulacion; 2) la region con respuesta dosis
dependiente es el tejido de la coriodecidua; y 3) la mayor expresion se obtuvo en el
epitelio amnidtico después de estimular a la region de la CHD con 106 UFC/mL de
Escherichia coli. Estos resultados sugieren que existe una comunicacion entre el
epitelio de la coriodecidua y el epitelio amnidtico como ha sido sugerido previamente

por nuestro grupo de investigacion mediado por vesiculas de transporte
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asignacién, dependerd = estrictamente  de la ' disponibilidad | de  los recursos fiscales
correspondientes y, en'su caso, de la disponibilidad de los mismos entregados por agencias
financiadoras externas.Si requiere una extension de tiempo para la terminacion del proyecto
deberd requisitar el formata correspondiente, y. ‘solicitaria un mes antes de la fecha de
vencimiento de la vigencia del mismo,

Me permito hacer dé.su.conocimiento que, durante el desarrolla de.este proyecto, deberd
entregar informes trimestrales y al concluir el mismo.el i ; i
segn el formato institucional, para la presentacién de productos de investigacién, acompanado
de los documentos probatorios del misme:

Le felicito por Su desempefio y tompromiso, institucional.y me es grato enviarle un atento
saludo

ATENTAMENTE

URO CARDONA

DIRECTOR GENERAL
o

s, Deleg. Miguel Hidalgo, Ciudad de México, C P 11000
2 2493 Fax: 5520 1593, e-mail: dirgral@inper.mx

Maontes Urales 800, Col. Lomas Virr
Teléfonas: 5520 8565 v 5,



ANEXO 2

Carta de consentimiento informado.

NETITUTE DIRECCION DE INVESTIGACION
NACIONAL D SOLICITUD DE EVALUACION ¥ REGISTRO DE
PERMNATCHLOGIA

Exgwncsa ¥ ok Ay PROTOCOLO DE INVESTIGACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estimada sefiora:
Queremos informarle que an el departamenio de Inmunobioquimica de este Institulo se esta llevando a cabo
el esludio denominado

La progesterona modula la secrecidn de las proteinas de choque térmico en el tejido de Ia
coriodecidua después de la estimulacién con Escherichia coli en un modelo de infeccidn.

Las infecciones durante el embarazo son una de las condicionantes relacionadas con los nacimientos
prematuros. Se sabe que en el proceso infeccicso se da la secrecidn inicial de las proleinas de choque
téermico las cuales estan involucradas con |a respuesta inmunoldgica. La progeslerona ademas de mantenar
el embaraze modula la secrecitn de diferentes proleinas; sin embrago, no se ha demostrado si la
progasterona disminuye la secrecidn de las proleinas de chogue térmico, por lo guea el principal objativa an
aeste asludio es delerminar si la progesterona reduce la secrecion de las proleinas de chogue lérmico de -60
y -T0 KDa y aumenta a la Hsp-27 KDa modulando a las citocinas pro y anti-inflamatorias en el tejido de la
corodecidua humana después de la infeccion con Eschenchia cofl.

El esludio basicamenle consisle en lo siguiente:

1. Al momento del nacimienio de su bebe y después de que sea corlado al corddn umbilical sa lomaran las
membranas fetales por el personal médico adscritos a esle Instituto. Las membranas felales seran
utilizadas en el laboratorio.

2. Esle procedimiento no representa ningln riego para su babe ni para usted.

3. En el laboralono de Invesligacion se procedera a avaluar la respuasia de las membranas felales en un
proceso de infeccion.

Su participacion en este estudio permilira contribuir en forma importante a la comprensidn de la parlicipacian «
la progesterona ante un estimule infeccieso en el lejido de la coriodecidua en las fases temprana de infeccion.

Mos parmitimos invitarla a usted a participar en este estudio, aclarandole gue en caso de que no acepla
participar, no tendra ninguna repercusion en la atencidn de usted o de su hijo{a) en el Instituto, ni en el
costo de la atencidén médica que ambos reciban.

La informacién que se obtanga del estudio serd estrictamente confidencial y serd ulilizada sdlo para fines de
investigacion.

Las preguntas que considera necesarias para aclarar lodas sus dudas |as puede exlarnar con

M. en C. Héctor Flores Herrera
Investigador en Ciencias Médicas
Instituto Macional de Pearinatlologia
55 20 99 00 axt 375

NoreshB@yahoo.com

Dr. Alajandro Marlinez Juarez

Presidente del Comité de Elica en Investigacion.
Instituto Macional de Parinatologia

Tel 5520 5200 Exlension 3186
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INSTITUTO DIRECCION DE INVESTIGACION

NAGIONAL DE SOLICITUD DE EVALUACION ¥ REGISTRO DE
e Dotk v PROTOCOLO DE INVESTIGACION
TEXTO DECLARATORIO

Y0

{MNombre del participanic o de su representante begal)

Dieclaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe mi representado cuve nombre aparece abajo) en
esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos, beneficios, v riesgos e espocifican en ol Apartado A de cste
docurmento.

S me ha informado que ¢l participar cn este estudio no repercutind en el costo di la atencidn médica que se me deba
brindar y que toda la informacion gue se otorgue sobre mi (su) identidad v participaciin sera confidencial, excepto
crando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informd y dos testigos,
congervando una copia de a) Consentimicnto informado v b) Informacién proporcionada para obtener mi autorizacion.

Miéxico D.F. a de del
NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR Héctor Flores Herrera
RELACION COM LA PACIENTE DOMICILIO FIRMA
TESTIGO 1
TESTIGD 2

(]
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